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摘要 
肌肉分化决定因子 MyoD是调节成肌细胞分化方向的关键转录因子。在成肌细胞
形成早期 MyoD开始表达出现，一直持续表达到肌肉分化完成，成肌细胞的命运也受
到 MyoD 表达变化的影响。当 MyoD最早开始表达时，表达量极低，但其自激活作用
会迅速形成正反馈推升其表达，进而激活肌肉功能基因，使成肌细胞分化为肌细胞；
而成肌细胞中 MyoD 表达抑制则会导致肌肉祖细胞生产，由于被 MyoD 抑制的细胞周
期相关基因恢复表达，成肌细胞经过不对称分裂具有再生能力的卫星细胞便会产生，
这个步骤对肌肉组织受损应急来说至关重要。研究表明 MyoD的转录激活受到基因上
游核心增强子的调控，其被转录的增强子 RNA 可以调节下游染色体重构，增强基因
表达。溴结构域蛋白 Brd4特异性识别组蛋白尾端乙酰化修饰，并在细胞周期各个阶
段均大量结合在染色质上。本实验室前期研究发现 Brd4和正性转录因子 b（P-TEFb）
存在相互作用，克服 RNA 聚合酶 Pol II的转录开始后的暂停抑制，促进转录的延伸
过程。在基因选择性表达中 Brd4同样重要。目前已有报道表明 Brd4 会促进超级增
强子的活性，以此方式增强致癌基因的表达；以及促进 eRNA（增强子 RNA）的转录。
因此，Brd4 所结合的增强子元件也被认为是“超级增强子”（Super enhancer），
多种 BET 家族小分子抑制剂也开始临床试验用于抑制多种癌细胞的增殖。 
本人通过实验探索，首次发现 BET家族小分子抑制剂 JQ1下调 MyoD 表达，并且
siRNA敲除 Brd4验证结果一致；通过 CRISPR-Cas9，尝试构建了 Brd4 缺陷型 C2C12
细胞系，发现 Brd4 表达量不足严重影响成肌细胞 C2C12正常分化。随后利用各种分
子生物学手段，探索了 Brd4在调控 MyoD表达中具体分子机制。本人通过改进细胞
组分分离（Cell fractionation），发现 JQ1 不仅能够将 Brd4从染色质上解离，而
且也能解离 MyoD，暗示两者间存在功能关联；免疫共沉淀显示 MyoD 与 Brd4存在相
互作用；利用荧光素酶报告基因观察到 MyoD 自激活更加依赖于其增强子序列，暗示
Brd4参与调控 MyoD 增强子活性；ChIP实验发现，当 C2C12细胞分化后，Brd4在 CE
（core enhancer）和 MYOD1基因区域结合增多；此外 JQ1处理不仅减少 Pol II在
CE，DRR（distal regulatory region）和 MYOD1 上的结合，并且还会会减少 MyoD
增强子 RNA的表达。综上本人推测 Brd4通过结合到 MyoD基因序列，直接调控了 MyoD
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的表达，并且结合其增强子序列，参与 MyoD 自身激活过程。 
 
关键词：Brd4，MyoD，增强子调控
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Abstract 
The master switch of myogenesis is MyoD (Myogenic Differentiation 
Antigen), which initiates skeletal muscle function genes expression as one 
of several key tissue development factors in bHLH family. However, MyoD only 
starts to express in early myoblast stage, maintaining through muscle 
differentiation, and the fate of myoblasts is determined by its expression. 
MyoD's positive auto-regulation will rapidly accumulate its expression, 
which triggers whole program of muscle specific gene expression. But when 
its expression decreases, myoblast will turn into muscle progenitor cells 
from which muscle satelite cells derive prevserving muscle regenerate 
ability. Studies have shown MyoD expression is activated by its upstream 
regulatory element—core enhancer, which can be transcribed into eRNA that 
promotes MyoD expression in trans. Brd4 is a bromodomain containing protein 
belonging to BET familay, recognizing acetylated tails of histone H3/4, and 
able to tightly bind on chromatin in each stage of cell cycle. Our previously 
data had shown Brd4 can interact with P-TEFb, facilitating RNA Pol II 
pause-release and transcription elongation. Brd4 also plays a important role 
in gene selective expression, depending on its association with enhancer 
elements and downstream gene. It has been reported that not only Brd4 binds 
to gene coding areas, but also Brd4 enriches on non-coding areas where 
uasually are transcribed into eRNAs (enhancer RNA). These regions bound by 
Brd4 is called “Super enhancer”, regulating oncogenes expression in cancer 
cells. Thus BET inhibitors are promising candidiate compounds for curing many 
cancers, and they have already been used for clinical trials. 
In this study, I found BET small molecular inhibitor JQ1 can decrease 
MyoD expression, and this phenomenon is consistent with MyoD expression 
change of Brd4 siRNA knockdowm. And I created a Brd4 deficent C2C12 cell line 
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with CRISPR-Cas9, which is unable to normally differentiate. To clarify the 
mechanism, I applied many molecular methods. First, with my modified version 
of cell fractionantion, I found MyoD would be disassociate from chromatin 
under JQ1 treatment, which suggests funtional correlation between Brd4 and 
MyoD; then with co-immunoprecipitation, it appeared that Brd4 could interact 
with MyoD; after cloning MYOD1’s enhancer and promoter to luciferase 
reporter, MyoD self activation largely depends on its enhancer which can be 
antagonizes by JQ1; after C2C12 differentiation, ChIPed Brd4 increased its 
enrichment on Core enhancer and MYOD1 gene body, meanwhile RNA Pol II also 
accumulated on these regions but was released by JQ1 treatment. Most 
importantly, MyoD CERNA was also decreased by JQ1, and the reason I supposed 
is Brd4’s regulation on MyoD core enhancer and gene body facilating its 
transcription auto-activation both in cis and trans.  
 
 
关键词：Brd4，MyoD，Enhancer regulation 
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第一章 前言 
1.1 C2C12 肌肉分化模型概述 
 1.1.1 C2C12 的分化以及研究应用 
从形态上，细胞分化看是细胞大小、形状、排列、结构的改变；跟深一层看又
是信号通路、代谢途径、各种蛋白和RNA种类数量的改变，究其本质原因是DNA、组
蛋白修饰的不同，是基因在时间和空间上的受到表观调控的改变[1]。由于在细胞分
化过程中表达调控的改变涉及到DNA修饰、组蛋白修饰、染色质形态、转录因子、信
号转导、非编码RNA调控和代谢、蛋白翻译等多种层次上的变化，发育分化模型是基
因表达调控网络研究非常合适的研究对象。 
目前细胞分化研究中有几种常用细胞类型：胚胎干细胞（mESC，hESC）、造血
干细胞（CD34+HSC）、成肌细胞（C2C12）、成纤维细胞（NIH3T3）、诱导多能性干
细胞（iPS）以及肿瘤干细胞（P19，NT2，HL-60，N2A）等。作为经典肌肉细胞分化
模型之一，成肌细胞C2C12的建立至今已有近40年的历史。当上世纪70年代Yaffe和
Saxel从C3H小鼠受损的肌肉组织中分离得到C2成肌细胞，并挑选能够分化为肌肉纤
维的细胞亚型——C2C12[2]。之所以Yaffe和Saxel能在受损的肌肉组织中分离得到成
肌细胞，是因为当成体骨骼肌受损后，位于肌纤维膜（sarcolemma）旁及少量的卫
星细胞（Satellite cell）可以被激活并增殖分化，完成肌肉生成（Myogenesis）
过程[3]；C2C12属于肌肉卫星细胞的亚型，产生自成肌祖细胞（myogenic progenitor 
cells）的不对称分裂（asymmetric cell division）[4]。在分子机理研究上，正因
为C2C12成肌细胞与正常肌肉卫星细胞有很多共同之处，它成为了研究Duchenne型肌
营养不良（Duchenne muscular dystrophy，DMD）、心肌梗死和肌肉后天缺损等疾
病研究很好模型。C2C12成肌细胞能够在体外模拟肌肉组生成的过程，可以用于研究
细胞分化的分子调控机制，也可以利用分化形成的肌肉纤维研究生物力学（收缩功
能）和能量代谢（缺氧应激）等生理机制。此外，许多实验技术的建立，也利用了
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